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(57) Abstract 

The invention relates to novel recombinant DNA molecules or parts thereof which code for variable immunoglobulin chains, or 
fragments thereof, having specificity for the human cell membrane molecule CD30. Also produced are expression vectors containing the 
novel DNA molecule and host cells transformed with those expression vectors and capable of producing the novel ligands. Also described 
is a process for producing ligands of the designated specificity with the aid of the transformed host cells, the resulting ligands themselves, 
and diagnostic and pharmaceutical preparations containing them. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige rekombinante DNA-Molekule Oder Teile derselben, welche filr variable Immunglob- 
uiinketten oder Fragmente davon kodieren, die Spezifitat fur das menschliche ZellmembranmolekOl CD30 aufweisen. Ferner werden 
Exprcssionsvektoren, die diese DNA-Molekule enthalten, sowie damit transformierte Wirtszellen bereitgestellt, die in der Lage sind, die 
neuaitigen Liganden zu produzieren. Daruber hinaus werden ein Verfahren zur Herstellung von Liganden der bezeichneten Spezifitat unter 
Verwendung der transformierten Wirtszellen, die daraus resultierenden Liganden sowie diese enthaltende diagnostische und pharmazeutische 
Praparate beschrieben. 
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Rekombinante Liganden fur das menschliche 
Zellmembran-Antigen CD30 

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige rekombinante DNA- 
Molekiile, welche fiir variable Immunglobulinketten Oder Pragmente 
derselben kodieren, die Spezifitfit fiir das menschliche Zellmem- 
bran-Antigen CD30 aufweisen. Die Erfindung betrifft ferner Ex- 
pressionsvektoren, die diese DNA-Molekule enthalten, sowie damit 
trans formierte Wirtszellen, die in der Lage sind, die neuartigen 
Liganden zu produzieren. Dariiber hinaus werden ein Verfahren zur 
Herstellung von Liganden der bezeichneten SpezifitHt unter Ver- 
wendung der transf ormierten Wirtszellen, die daraus resultieren- 
den Liganden sowie diese enthaltende diagnostische und pharma- 
zeutische Praparate bereitgestellt . 

Das CD30-Antigen ist ein Glykoprotein mit einer Molekiilmasse von 
120 kD, wenn diese durch eine SDS-Elektrophorese bestimmt wird. 
Das besondere an dem CD30-Antigen ist, daii es normalerweise im 
Organismus nur auf sehr wenigen aktivierten T-Zell- und B-Zell- 
Blasten und an diesen auch nur in geringer Dichte vorhanden ist 
(Stein et al w "Identification of Hodgkin and Sternberg-Reed 
cells as a unique cell type derived from a newly detected small 
cell population " , Int. J. Cancer, 30, S. 445-459, 1982; Stein et 
al.,"The expression of the Hodgkin 's disease associated antigen 
Ki-1 in reactive and neoplastic lymphoid tissue: evidence that 
Reed-Sternberg and histiocytic malignancies are derived from 
activated lymphoid cells", Blood, 66, S. 848-858, 1985; Schwar- 
ting et al., "Ber-H2: a new monoclonal antibody of the Ki-1 
family for the detection of Hodgkin 's disease in formaldehyde- 
fixed tissue sections (A2.13)", in: Leucocyte Typing III, White 
Cell Differentiation Antigens, A.J. McMichael, Hrsg., Oxford 
University Press, Oxford - New York - Tokyo, S. 574-575, 1987), 
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wahrend es aber bei einer Reihe von lymphoprolif erativen Prozes- 
sen und bei embryonalen Karzinomen in sehr viel hoherer Konzen- 
tration exprimiert wird. Zu den stark CD30-positiven malignen 
Lymphomen gehoren in erster Linie die Hodgkin-Lymphome , das 
5 anaplastische groflzellige Lymphom wie auch die akute Form der 
adulten T-Zell-LeukSmie . 

Kurzlich konnte gezeigt werden, dafl das CD30-Molekul selektiv 
von aktivierten T H 2-Blasten (S. Romagnani, "Induction of T H 1 and 

10 T H 2 responses: a key role for the 'natural' immune response? H , 
Immunol. Today, 13, S. 379-381, 1992) in vitro und in vivo ex- 
primiert wird (Del Prete et al., "CD30, Th2 cytokines and HIV 
infection: a complex and fascinating link", Immunol. To- 
day, 16(2): 76-80, 1995). Bei Patienten mit allergischen Erkran- 

15 kungen war die Zahl der CD30 + T H 2-Blasten im Vergleich zu Normal- 
personen urn ein Vielf aches erhoht. Es ist daher denkbar, dafi die 
Mehrzahl der Autoaggressionserkrankungen auf eine Fehlsteuerung 
der T H -Antwort mit Vermehrung von T H 2-Zellen zuriickzuf iihren ist. 

20 Wegen des auBerst seltenen Vorkommens des CD30-Molekiils im nor- 
malen Organismus und der hohen Expression dieses Molekuls auf 
den Tumorzellen der oben genannten Lymphome und des embryonalen 
Karzinoms sowie auf aktivierten T H 2-Blasten sind eine auf die Ex- 
pression des CD30-Molekuls aufbauende Diagnostik und Therapie 

25 eine wichtige Strategie zur Erkennung und Behandlung der genann- 
ten Erkrankungen . 

Es sind bereits Immunotoxine versuchsweise in vivo beim Menschen 
angewendet worden, mit denen Hodgkin-Lymphomzellen erkannt bzw. 

30 eliminiert werden WSnnen (B. Falini et al., "Response of refrac- 
tory Hodgkin's disease to monoclonal anti-CD30 immunotoxin " , 
Lancet, 339, S. 1195-1196, 1992; Falini et al., "In vivo targe- 
ting of Hodgkin and Reed-Sternberg cells of Hodgkin's disease 
with monoclonal antibody Ber-H2 (CD30): Immunohis to logical evi- 

35 dence", Brit. J. Haematol., 82, S. 38-45, 1992). 
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Die prim&re Diagnostik der CD30-positiven Krebsformen wird 
gegenwartig ixranunhistologisch durchgef iihrt , wobei als Antikfirper 
z.Z. ausschliefilich Reagenzien der Maus wie z.B. Ber-H2 einge- 
setzt werden. Bei diesem Reagenz handelt es sich urn einen gegen 
5 das CD30-Molekiil gerichteten monoklonalen Antikorper, der 1987 
in einem Kurzbeitrag und 1989 in ausf iihrlicher Weise von der 
Arbeitsgruppe der Erfinder beschrieben wurde (Schwarting et 
al.,"Ber-H2: a new anti-Ki-1 (CD30) monoclonal antibody directed 
at a formol-resistent epitope", Blood, 74, S. 1678-1689, 1989). 

10 Dieser Antiktirper wird von der gleichnamigen Maus-Myelom-Hybrid- 
zellinie sezerniert, die am 28.01.1992 bei der European Collec- 
tion of Animal Cell Cultures (ECACC), Public Health Laboratories 
Service Board, 61 Collindale Avenue, London, NW9 5DF, nach den 
Bestimmungen des Budapester Vertrages unter der Hinterlegungs- 

15 nummer Ber-H2 92012823 hinterlegt worden ist. Allerdings ist es 
bei der Massenproduktion dieses AntikSrpers in Langzeitkultur 
(etwa in Fermentern) von erheblichem Nachteil, dafl die Antikor- 
per-produzierenden Zellen bereits nach einigen Generationen von 
solchen Zellen uberwachsen werden, die die FShigkeit zur Anti- 

20 kSrperproduktion verloren haben, offenbar weil letztere nicht 
mehr in der Lage sind, schwere Immunglobulinketten oder auch 
schwere und leichte Immunglobulinketten zu synthetisieren. 

Die Ausbreitungsdiagnostik der genannten Tumorerkankungen er- 
25 folgt in der Regel durch Computertomographie, Sonographic und/ 
oder Lymphographie . Die genannte nicht-invasive Ausbreitungs- 
diagnostik ist jedoch mit dero Nachteil verbunden, dafi lediglich 
relativ grofle Tumormassen identif iziert werden kSnnen, kleinere 
Tumore oder Metastasen jedoch nicht nachweisbar sind. Die des- 
30 halb oft zus&tzlich angewendete chirurgische Ausbreitungsdiagno- 
stik ist fur den Patienten sehr belastend und auf bestimmte 
KSrperhohlen (z.B. BauchhShle) beschrankt. Die gegenwartig medi- 
zinisch ausschliefilich akzeptierte und deswegen angewendete 
Standardtherapie der CD30-positiven Tumore erfolgt mit einer 
35 unspezif ischen Radio- und/oder Chemotherapie . Obgleich die Er- 
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folgsrate ca. 60 - 70 % betrSgt, gibt es fiir die Therapiever- 
sager bisher kein kuratives Konzept. 

Deshalb wurde der monoklonale AntikSrper Ber-H2 mit pf lanzlichen 
Giften konjugiert und versuchsweise zur Therapie von Patienten 
mit Morbus Hodgkins in terminaler Krankheitsphase eingesetzt 
(Falini et al., "Response of refractory Hodgkin's disease to 
monoclonal anti-CD30 immunotoxin" , Lancet, 339, S. 1195-1196, 
1992). Dabei zeigten die vier behandelten Patienten innerhalb 
von 10 Tagen eine Tumormassenreduktion urn 50% bis nahezu 100% • 
Allerdings kam es in alien Fallen nach unterschiedlicher Zeit 
zum Neuauftreten von Tumormassen an den alten und/oder neuen 
Lokalisationen. Eine Wiederholung der Immunotoxinapplikation war 
nicht mSglich, weil die so behandelten Patienten ausnahmslos 
Antikorper gegen den Maus-Antik6rper Ber-H2 gebildet hatten. 

Die immunologisch begrundete Problematik der in-vivo Applikation 
von Maus-Antik6rpern gegen das CD30-Molekul fur diagnostische 
und therapeutische Zwecke lSBt sich drastisch reduzieren, wenn 
anstelle des Maus-Antik6rpers ein nicht Oder nur geringfiigig 
immunogenes Protein mit SpezifitSt fiir das CD30-Antigen einge- 
setzt wird. 

Es besteht heute die MSglichkeit, die variablen Regionen von 
schwerer (V H ) und leichter (V L ) Kette eines Maus-Antikorpers an 
die entsprechenden konstanten Regionen C H und C L eines mensch- 
lichen Antikorpermolekiils anzufiigen. Durch diese Manipulation 
werden die fiir den Menschen inununogenen Bereiche des AntikSrper- 
Molekiils weitgehend beseitigt, wShrend die SpezifitSt des ur- 
spriinglichen Maus-Antik5rpers in dem chimaren Molekiil z\imeist 
erhalten bleibt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt daher in der Be- 
reitstellung von neuen CD30-spezif ischen Substanzen mit vermin- 
derter Iiranunogenitfit . Perner soil die Instabilitat der Zellinie 
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Ber-H2 in Bezug auf die Produktion des monoklonalen Antikorpers 
verbessert werden. 

Zur Losung der gestellten Aufgabe werden erf indungsgem&B die 
5 Gegenstande der Anspriiche 1, 6, 9, 13, 15, 25 und 26 vorgeschla- 
gen, wobei bevorzugte Ausf iihrungsf ormen der vorliegenden Erfin- 
dung in den jeweiligen Unteranspriichen angegeben sind. 

Erf indungsgemafl werden somit rekombinante DNA-Molektile bereitge- 
10 stellt, welche fiir variable Immunglobulinketten Oder Fragmente 
derselben kodieren, die Spezifitat fur das menschliche Zellmem- 
bran-Antigen CD30 aufweisen, wobei die rekombinanten DNA-Molekii- 
le Sequenzen gemafi einer oder mehrerer der SEQ ID NOS: 1, 3, 4 
und/oder 6 oder deren Fragmente oder syngene oder allelische Va- 
15 rianten derselben umfassen, die vorzugsweise vollstandig oder 
teilweise operativ miteinander verkniipft sind. Ferner ist es 
bevorzugt, dafl diese Sequenzen oder deren Fragmente oder syngene 
oder allelische Varianten derselben operativ mit DNA-Sequenzen 
verkniipft sind, die fiir konstante Teile eines humanen oder tie- 
20 rischen Immunglobulinmolekuls kodieren. 

Der vorliegend verwendete Begriff "syngen" bezeichnet erf in- 
dungsgemafl isogene, homologe oder genetisch nahe verwandte DNA- 
Sequenzen, und umfaflt alle Sequenzen, Fragmente und Varianten, 
25 die sich von dem gleichen oder homologen Gen ableiten und fiir 
die erf indungsgemaflen Immunglobulinketten oder Fragmente dersel- 
ben kodieren. 

Nach einer weiteren Ausf iihrungsf orm umfassen die rekombinanten 
30 DNA-Molekiile jeweils einen oder mehrere der hypervariablen Be- 
reiche (die auch als CDR fiir "complementarity determining resi- 
dues" bezeichnet werden) der in den SEQ ID NOS: 1 oder 3 bzw. in 
den SEQ ID NOS: 4 oder 6 angegebenen Sequenzen oder syngene oder 
allelische Varianten derselben. 

35 
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Schliefllich kOnnen die in den SEQ ID NOS: l f 3, 4 und/oder 6 
angegebenen Sequenzen oder deren Fragmente Oder syngene oder 
allelische Varianten derselben operativ mit DNA-Seguenzen ver- 
kntipft sein, die fur toxische Proteine oder Enzyme kodieren. 

5 

Ferner werden erf indungsgemSfl Express ions vektoren bereitge- 
stellt, die ein oder mehrere der genannten rekombinanten DNA- 
Molekiile in operativer Verkniipfung mit Expressionskontroll-Se- 
quenzen enthalten und vorzugsweise ftir die Expression in Proka- 
10 ryonten- und/oder Eukaryonten-Wirtszellen geeignet sind. 

Weiterhin stellt die Erfindung Wirtszellen zur Verfugung, die 
mit den genannten Express ions vektoren transfiziert sind, wobei 
Prokaryonten- oder Eukaryonten-Zellen in Betracht kommen, wobei 
15 die bei der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen GmbH) am 8. August 1995 unter der Zugrif f snummer DSM 
ACC2224 nach den Bestimmungen des Budapester Vertrages hinter- 
legte Eukaryonten-Zelle CH-BerH2 bevorzugt ist. 

20 Im iibrigen wird ein Verfahren zur Herstellung von Liganden fur 
das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 bereitgestellt , bei dem 
man eine der genannten Wirtszellen in einem geeigneten Nahrmedi- 
um kultiviert, anschlieflend die Zellen von dem Medium abtrennt 
und die Liganden als Express ionsprodukte aus dem Medium oder aus 

25 dem Cytoplasma der Wirtszellen isoliert. Vorzugsweise werden die 
Liganden anschlieflend gereinigt und mit iiblichen Hilfs- und 
Tragerstof fen zu pharmazeutischen oder diagnostischen PrSparaten 
f ormuliert . 

30 Ferner werden rekombinante Liganden fiir das menschliche Zellmem- 
bran-Antigen CD30 bereitgestellt, die mindestens die in den SEQ 
ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen Aminosfiuresequenzen oder Frag- 
mente oder allelische Varianten derselben umfassen. Vorzugsweise 
umfassen diese Liganden jeweils einen oder mehrere der hyperva- 

35 riablen CDR-Bereiche der in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angege- 
benen Aminosfiuresequenzen oder syngene oder allelische Varianten 
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derselben. Nach einer besonderen Ausf ilhrungsf orra sind in den SEQ 
ID NOS: 2 und/oder 5 angegebene Aminos&uresequenzen oder Frag- 
mente oder allelische Varianten derselben untereinander ver- 
kniipft. Ferner kSnnen diese Sequenzen oder Fragmente oder alle- 
5 lische Varianten derselben vorzugsweise mit konstanten Teilen 
eines humanen oder tierischen Immunglobulinmolekuls verkniipft 
sein. Nach einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungs form sind die 
vorstehend genannten rekombinanten Liganden peptidisch oder liber 
Linker-Molekule mit toxischen Proteinen oder mit Enzymen bzw. 

10 Proenzymen verkniipft, wobei die Toxine vorzugsweise in Form von 
Ribosomen-inaktivierenden Proteinen vorliegen und die Enzyme 
vorzugsweise aus der Gruppe der Phosphodiesterasen ausgewahlt 
sind. Nach einer alternativen Ausf iihrungs f orm sind die vorste- 
hend genannten rekombinanten Liganden direkt Oder iiber Linker- 

15 Molekiile kovalent oder konjugiert mit photoaktivierbaren Ver- 
bindungen oder mit radioaktiven Isotopen verkniipft, wobei letz- 
tere vorzugsweise aus der Gruppe bestehend aus Indium, Jod, 
Yttrium, Technetium, Rhenium, Kupfer und Lutetium ausgewahlt 
sind. Die Verkniipfung kann beispielsweise unter Verwendung von 

20 Chelatbildnern oder iiber photochemische Aktivierungsprozesse 
erfolgen (vgl. WO 94/04189). 

SchlieJSlich werden diagnostische oder pharmazeutische Praparate 
bereitgestellt , die vorzugsweise einen oder mehrere der vorste- 

25 hend genannten oder durch das erf indungsgem&fie Verfahren herge- 
stellte Liganden gegebenenf alls in Kombination mit iiblichen 
Tragerstof fen und Verdiinnungsmitteln enthalten. Beispiele fiir 
iibliche Tragerstof fe sind z.B. Wasser, physiologische Kochsalz- 
losung, Alkohole, Polyethylenglykole, Glycerinester , Gelatine, 

30 Kohlenhydrate, wie Laktose und Starke, Calciumcarbonat, Magne- 
siumstearat, Talkum. Obliche Zusatzstoffe sind z.B. Konservie- 
rungsstoffe, Gleitmittel, Netzmittel und Emu 1 gat or en, Farb* 
stoffe, Geschmackskorrigentien und Aromas toffe. Die Auswahl der 
Trager- und Zusatzstoffe hangt davon ab, ob die erfindungs- 

35 gem&fien Zubereitungen enteral, parenteral oder lokal appliziert 
werden sollen. Beispiele fiir erf indungsgemfifl in Betracht 
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kommende Darreichungsf ormen sind LSsungen, Dragees, Kapseln, 
Tabletten, Injektions- und Infusionslfisungen sowie transdermale 
Pf laster , 

5 Diese Praparate dienen vorzugsweise der Diagnostik und/oder 
Behandlung von Krebsf ormen wie insbesondere der Hodgkinschen Er- 
krankung, bei denen das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 auf 
Zellen exprimiert wird, die fur die Erkrankung von Bedeutung 
sind . 

10 

Zur Losung des der Erf indung zugrunde liegenden Problems wurden 
ausgehend von dem Maus-Antik6rper Ber-H2 die Sequenzen der va- 
riablen Region der leichten (V L J) und schweren Ketten (V H DJ) 
dieses CD30-reaktiven monoklonalen AntikSrpers bestimmt. Die 
15 zugehorigen genomischen Sequenzen wurden dann mit den Sequenzen 
fiir die konstanten Regionen eines menschlichen Immunglobulinmo- 
lekiils verbunden. Das resultierende Konstrukt wurde in einer ge- 
eigneten Zelle f vorzugsweise einer keine eigenen Immunglobulin- 
ketten produzierenden Myelorazellinie, zur Expression gebracht. 

20 

ErfindungsgemaB wurde zunachst die zytoplasmatische RNA aus 
kultivierten, den AntikSrper Ber-H2 produzierenden Zellen der 
Mausmyelomhybridlinie isoliert, Anschlieflend wurde mit Hilfe der 
Reversen Transkriptase eine cDNA-Synthese von V L J und V e DJ durch- 
25 gefiihrt, wobei die verwendeten, nachfolgend angegebenen Oligonu- 
kleotide dem 5'-Ende der konstanten Regionen der L- bzw. H-Kette 
komplementfir waren: 

5' AGATGGATACAGTTGGT 3' (konLl) 
30 5' GGGGCCAGTGGATAGAC 3' (konHl) 

Urn die cDNAs durch Polymerasekettenreaktion (PCR) amplif izieren 
zu konnen f wurden sie mit Guanosin-Trinukleotiden so verlSngert, 
daJ3 ein Poly-C-Anker-oligo mit der nachfolgend angegebenen Se- 
35 quenz als 5 '-Primer dienen konnte: 
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5' GCGCGGCCGCGGAGGCCCCCCCCCCCCCC 3 f (AN-Poly-C). 

Als 3 '-Primer wurden die bereits zur cDNA-Synthese verwendeten 
Oligonukleotide konLl bzw. konHl eingesetzt. In weiteren PCR- 
5 Reaktionen wurden die cDNAs mit den nachfolgend angegebenen 3'- 
Oligonukleotiden konL2 bzw. konH2 sowie mit dem angegebenen 
Ankerprimer am 5'-Ende, die jeweils iiberhangende Restriktions- 
schnittstellen trugen, amplif iziert : 

10 5' GGAATTCGGATACAGTTGGTGCAGC 3' (konL2) 

5 ' GGAATTCGTGGATAGACAGATGGG 3 ' ( konH2 ) 
5 ' GCGCGGCCGCGGAGG 3 ' ( Ankerprimer ) 

Zur Bestimmung der cDNA-Sequenzen wurden die erhaltenen Fragmen- 
15 te in handelsiibliche Sequenzierungsvektoren kloniert (z.B. unter 
Verwendung des Vektors pGEM -HZf ( + ) von Promega, Heidelberg). 

Die Sequenzanalysen ergaben, dafl das V-Gensegment der leichten 
Kette des mAk Ber-H2 mit dem J 2 -Gensegment , das der schweren 
20 Kette mit dem J 3 -Gensegment rekombiniert war. 

Mit Hilfe dieser cDNA-Sequenzen konnten in einem weiteren 
Schritt 5 ' -Primersequenzen festgelegt und synthetisiert werden, 
die im untranslatierten Bereich des jeweiligen Gens liegen. Da 

25 die Intronsequenzen sSmtlicher J-Minigene bekannt und iiber Gen- 
banken zuganglich sind, konnten hieraus ferner 3 ' -Primersequen- 
zen abgeleitet werden, die im nicht-kodierenden Bereich der DNA 
der Mausmyelomhybridlinie liegen. Auf diese Weise war es mog- 
lich, diese genomische DNA nach PCR-Amplif ikation gerichtet zu 

30 klonieren, ohne die originale Genstruktur (5'-UTR - Exon 1 - 
Intron -Exon 2 - J-Intron) zu verSndern. 

Urn vollstandige Sequenzen zu erhalten, wurden die V L J- bzw. V B DJ- 
PCR-Produkte dann zunachst in geeignete Sequenzierungsvektoren 
35 kloniert und die " Insert "-Bereiche von jeweils drei Klonen voll- 
stfindig sequenziert. Parallel hierzu wurden die PCR-Produkte als 
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Referenz direkt sequenziert . Nach tiberpriif ung cles korrekten 
Leserahmens und des Nichtvorhandenseins von Stop-Codons inner- 
halb der klonierten DNA wurde jeweils ein zu den PCR-Produkten 
sequenzhomologer Klon in die entsprechenden Expressionsvektoren 
5 (pUHW yl bzw. pUHW k ) umkloniert. Diese Vektoren enthielten die fur 
die konstanten Teile eines humanen Antikfirpers kodierenden Se- 
quenzen, ein murin/humanes Intronhybrid , einen Selektionsmarker , 
sowie die zur effizienten Expression notwendigen Maus-Promotor- 
und Enhancerelemente . 

Nach Linearisierung der Plasmide wurde eine Kotransfektion bei- 
der Konstrukte in Sp2/0-Agl4-Zellen (M. Shulman et al., Nature, 
276, S. 269-270, 1978) durchgef iihrt . Diese Zellen haben die 
Fahigkeit verloren, eigene Immunglobulinketten zu synthetisie- 
ren. Stabile Trans fektanten wurden darauf durch Geneticin-Selek- 
tion isoliert. Die Austestung der Kulturuberstande erfolgte mit 
der Iiranunf luoreszenztechnik auf L428KS-Zellen, einer Hodgkin- 
lyrophomlinie (V. Diehl et al . , "Characteristics of Hodgkin's 
disease-derived cell lines", Cancer Treatment Reports, 66, S. 
615-632, 1982), Mehrere positive Primarkulturen wurden gefunden 
und jeweils kloniert und rekloniert. Zur Spezif itStsabklSrung 
des sezernierten Antikorpers wurde untersucht, ob das Reaktions- 
spektrum des chimfiren Proteins dem des murinen mAk Ber-H2 ent- 
sprach. Sowohl ein Panel von CD30 + - bzw. CD30"-Zellinien in der 
Immunf luoreszenz als auch die immunhistologische Austestung an 
humanem Morbus Hodgkin-Gewebe ergaben, daB das chimarisierte 
Reagenz eine mit dem ursprunglichen Maus-Antik6rper Ber-H2 ver- 
gleichbare Spezif itat aufweist. 

Der Vorteil der hier dargelegten erf indungsgemSBen DNA-Sequenzen 
bzw. ihrer Produkte gegeniiber dem Stand der Technik" besteht zum 
einen in der weit geringeren Iramunogenitfit im menschlichen Kor- 
per und zum anderen in deren vielfaitigen ManipulationsmQglich- 
keiten, die sich aufgrund der Kenntnis der DNA-Seguenzen erge- 
ben. So ist es z.B. mfiglich, ein Protein mit CD30-Spezif itat in 
Bakterien Oder Insektenzellen mit viel niedrigeren Kosten herzu- 
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stellen, als in der konventionellen Zellkultur. Die Kenntnis der 
Sequenzen ermSglicht auch die Kopplung mit anderen DNA-Sequen- 
zen, die fur aktivierende oder toxische Proteine, Enzyme oder 
Liganden von Abwehrzellen kodieren. Ferner kOnnen Fragmente der 
5 Gesamt sequenzen wie z.B. isolierte hypervariable Regionen fiir 
die Synthese entsprechender Proteinf ragmente eingesetzt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen 
veranschaulicht . 

10 

Beispiel 1 

Isolierung von Nukleinsauren aus Myelomhybridzellen 

15 

Etwa 2 x 10 8 Zellen der Mausmyelomhybridlinie Ber-H2 wurden 
mittels Zentrifugation pelletiert, in 100 jil PBS resuspendiert 
und in 4 ml GT-Puffer (enthaltend 4 M Guanidiniumisothiocyanat , 
25 mM Natriumcitrat, 0,5 % Natriumlaurylsarcosin, 100 mM Ji-Mer- 

20 captoethanol, pH-Wert 7,0) lysiert. Die erhaltene Suspension 
wurde auf einen CSsiumchlorid-Gradienten geladen, welcher 2 ml 
5,7 M Casiumchlorid, 1,5 ml 40 % (Gew./Vol.) CsCl, 1,5 ml 30 % 
(Gew./Vol.) CsCl und 1 ml 20 % (Gew./Vol-) CsCl enthielt. Nach 
einer 20 Stunden langen Zentrifugation mit 35 000 UpM bei 15°C 

25 wurde die pelletierte cytoplasmatische RNA gewonnen, in destil- 
liertem Wasser gelSst, durch PIC-Extraktion (50 Vol.-% Phenol, 
48 Vol.-% CHC1 3 , 2 Vol.-% Isoamylalkohol) aufgereinigt und mit 
Ethanol gefallt. Die PrSzipitate wurden bis zur weiteren Ver- 
arbeitung bei -80 °C aufbewahrt. 

30 

Beispiel 2 
cDNA-Syn these 

35 Ein etwa 100 \iq RNA entsprechendes Volumen des gemafi Beispiel 1 
erhaltenen PrSzipitats wurde zur cDNA-Synthese eingesetzt. Das 
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Prazipitat wurde 15 Minuten lang bei 4°C mit 14 000 UpM zentri- 
fugiert, mit 300 ul 70%igem Ethanol gewaschen, und die RNA wurde 
in 15 ul H 2 0 gelSst. Nachfolgend wurde der Ansatz 20 Minuten lang 
bei 45°C mit 375 ul DMSO denaturiert, mit Ethanol gefallt und 
5 nach 15 Minuten langer Zentrif ugation bei 4°C und 14 000 UpM und 
nach Waschung mit 70 % Ethanol in 5x RT-Puffer gelfist. 

Der Reaktionsansatz fur die Reverse Transkriptase enthielt je 
1 mM der vier dNTP's, 1 ug c E - bzw. c Y -Primer, 1000 Einheiten 

10 MMLV-Reverse Transkriptase (BRL), 20 \iCi [ 32 P]dCTP, 2 Einheiten 
RNAse Block 2 (Stratagene) und H 2 0 bis zu einem Endvolumen von 
100 ul. Der Ansatz wurde 90 Minuten lang bei 37°C inkubiert und 
anschlieflend wurde die RNA 30 Minuten lang bei 42°C mit 50 ug 
RNAse behandelt. Nach PIC-Extraktion, Fallung, Zentrif ugation 

15 und Waschen der cDNA gem&fi Beispiel 1 wurde der Niederschlag in 
8 ul H 2 0 gelSst, mit 8 ul denaturierendem Lauf puffer vermischt 
und auf ein Polyacrylamid-Harnstof f-Gel aufgetragen und 2 Stun- 
den lang bei 54 °C und 2500 V aufgetrennt. Anschlieflend wurde das 
Gel 12 Stunden lang bei -80°C auf einem RSntgenfilm exponiert. 

20 Die im Autoradiogramm den V L J- bzw. V H DJ-Fragmenten entsprechen- 
den Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit 500 ml 
NH<OAc bei 37 °C eluiert. Die Eluate wurden anschlieflend mit 
Ethanol gefallt und nach Zentrif ugation und Waschen der DNA 
gemSfl Beispiel 1 in 10 ul H 2 0 gel6st. 

25 

Der Ansatz fur die anschliefiende "Tailing 11 -Reaktion der cDNA 
enthielt 1 mM dGTP, 100 mM Na-Cacodylat , 1 mM fl-Mercaptoethanol , 
1 mM CoCl 2 , 2 ug BSA, 33 Einheiten terminale Desoxynukleotidyl- 
transferase (BRL), 5 ul cDNA und Wasser bis zu einem Endvolumen 
30 von 20 ul- Die Reaktion wurde 60 Minuten lang bei 37°C durch- 
gefiihrt. Nach PIC-Extraktion, Ethanolf allung und Waschen der 
NukleinsSure gemfifl Beispiel 1 wurde die erhaltene DNA nach Losen 
in 20 ul Wasser und Herstellung einer Verdiinnungsreihe dem an- 
schlieflenden PCR-Verfahren zugefiihrt. 

35 
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Beispiel 3 
PCR-Verfahren 

5 Die DNA aus Beispiel 2 wurde mit Hilfe eines Poly-C-Anker-Pri- 
mers (AN-Poly-C) sowie des entsprechenden 3'c-Primers (konLl 
bzw. konHl) in einer ersten PCR-Reaktion amplif iziert , wobei 
sich der Buchstabe c auf den konstanten Bereich bezieht. Der 
Reaktionsansatz enthielt 10 ng des Primers AN-Poly-C-Oligo, 

10 100 ng Ankerprimer, 100 ng konLl- bzw. konHl-Oligo, 2 \il 
lOx PCR-Puffer (2 mM dNTP's, 10 mM MgCl 2 , 100 mM Tris-HCl, 500 mM 
KC1, pH-Wert 8,4), 2 Einheiten Taq-Polymerase, 5 \il cDNA und 
Nasser bis zu einem Endvolumen von 20 jil. Die Reaktion erfolgte 
nach dem folgenden PCR-Prograram: 5 Minuten 94 °C, 5 Zyklen von 

15 jeweils 1 Minute 94°C, 2 Minuten 42°C, 1 Minute 72°C, 30 Zyklen 
von jeweils 1 Minute 94°C, 1 Minute 42°C, 1 Minute 72°C und 
10 Minuten 7 2°C. 

Die auf diese Weise erhaltenen DNA-Molekiile wurden auf ein Aga- 
20 rosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die mit 
V K bzw. V y korrespondierenden Banden wurden ausgeschnitten und in 
100 m1 H 2 0 12 Stunden lang bei 4°C eluiert. AnschlieBend erfolgte 
eine zweite PCR-Reaktion mit einer Verdiinnungsreihe der aus dem 
Gel eluierten DNA wie oben beschrieben, jedoch mit der Abwei- 
25 chung, daJ3 3'c-Primer (konL2 bzw. konH2) eingesetzt wurden, die 
Restriktionsschnittstellen-Oberhange an den S'-Enden aufwiesen. 

Beispiel 4 

30 Klonierung der cDNA 

Zunachst wurde sowohl der Vektor pGEM^-HZf ( + ) (Promega, Heidel- 
berg) als auch die erhaltene cDNA mit den Restriktionsenzymen 
EcoRI und Sail 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert. Nach Dephospho- 
35 rylierung des Plasmids mit 2x4 Einheiten Kalberdarm-Phosphata- 
se (20 Minuten 37°C, 10 Minuten 70°C) wurden Vektor und cDNA auf 
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einem Agarose- bzw. Polyacrylamidgel aufgetrennt, anschliefiend 
auf eine NA-45-Membran (Schleicher & Schiill, Dassel) transfe- 
riert und 30 Minuten lang bei 65°C mit 1M NaCl in Ix TE eluiert. 
Die Eluate wurden gemMfl Beispiel 1 mit Ethanol gefallt, zentri- 
fugiert, gewaschen und in H 2 0 gelost. Die anschlieflende Liga- 
tionsreaktion erfolgte 12 Stunden lang bei 16°C / wobei der An- 
satz 2 Einheiten T4 -DNA-Ligase (New England Biolabs, Boston, 
USA), 1 mM ATP und 5x Ligasepuffer enthielt und das molare Ver- 
hMltnis von Plasmid zu cDNA 1 : 2 betrug. Der Ligationsansatz 
wurde anschliefiend zur Transformation kompetenter E. coli -Bakte- 
rien (XL 1 blue) mit 200 ul Bakteriensuspension vermischt und 
zunachst 30 Minuten lang bei 0°C, dann 2 Minuten lang bei 42°C, 
dann 5 Minuten lang bei 0°C und schliefilich nach Zugabe von 1 ml 
LB-Medium 1 Stunde lang bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Jeweils 
200 \xl des Ansatzes wurden auf antibiotikahaltige Agarplatten 
ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Die entstandenen 
Einzelkolonien wurden nun in LB-Ampicillin-Medium angeimpft und 
iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert. 

Mit der auf diese Weise erhaltenen Bakterienkultur wurde sodann 
eine PlasmidprSparation durchgefiihrt und der Klonierungserf olg 
wurde nach Restriktionsverdau und anschlieBendem Auftragen des 
Ansatzes auf ein Agarosegel uberpriift. Die positiven Klone wur- 
den anschliefiend zur Sequenzierung 30 Minuten lang bei 37°C mit 
0,2N NaOH alkalisch denaturiert. Nach Ethanolf allung, Zentrifu- 
gation und Waschen des Niederschlags gemail Beispiel 1 wurde die 
DNA gelost und ein Aliquot zur Mengenabschatzung auf ein Aga- 
rosegel geladen. 

Beispiel 5 

Sequenzierung der DNA-Fragmente 

Die Sequenzierung der klonierten cDNA sowie der genomischen DNA 
erfolgte nach der Methode von Sanger (F. Sanger, S. Nicklen und 
A. R. Coulson, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 74:546 (1977)) mit 
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dem Sequenase-Kit-Version 2.0 (United States Biochemical, USA) 
entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die Gelelektropho- 
resen erfolgten bei 54 °C und einer Spannung von 1500 V. 

5 Mit Hilfe der cDNA-Sequenzen wurden in einem zweiten Schritt 
Primersequenzen festgelegt und synthetisiert , urn die genomische 
DNA zu amplif izieren. Hierbei wurden die nachfolgend angegebenen 
5 ' -Oligonukleotide 

10 5 ' GATCGTCGACGGAAATGCATCAGACCAGCATGGGC 3 ' ( LCHTUKup ) 

bzw. 

5 ' C ATAGTCGACAATACGATCAGCATC CTCTCCACAG 3 ' ( HACHBERup ) 

so gewahlt, dafl sie im Bereich der 5 ' -untranslatierten Regionen 
15 binden. Die 3 '-Primer 

5 ' ATCAGCGGCCGCACTTAACAAGGTTAGACTTAGTGAAC 3 ' ( LCHTUKdo ) 

bzw. 

5 ' GATAGCGGCCGCATGCATTTAGAATGGGAGAAGTTAGG 3 ' ( HACHBERdo ) 

20 

wurden anhand der Information iiber das jeweils rekombinierte J- 
Minigen im entsprechend zugehorigen invarianten J-Intron ausge- 
wShlt. Die Primer enthielten auJierdem die zur Klonierung in Ex- 
press ionsvektoren notwendigen Restriktionsschnittstellen. Die 

25 genomische DNA wurde mit Hilfe dieser Primer amplif iziert . Die 
PCR-Reaktion (5 nl lOx PCR-Puffer (1,5 mM MgCl 2 , 200 mM dNTP's, 
500 mM KC1, 100 mM Tris-HCl, pH-Wert 8,3), 2,5 Einheiten Taq- 
Polymerase (Perkin Elmer, Oberlingen ) , je 5 jiM Primer, 5 *il 
genomische DNA einer Verdunnungsreihe , ad 50 ^1 H 2 0) wurde mit 

30 folgendem Programm durchgefiihrt : 5 Minuten 95°C, 26 Zyklen von 
jeweils 1 Minute 94°C, 2 Minuten 55°C, 2 Minuten 72°C, 7 Minuten 
72°C. 

Um vollstSndige Sequenzen zu erhalten, wurden die VJ- bzw. VDJ- 
35 PCR-Produkte zunSchst in Sequenzierungsvektoren kloniert (pGEM - 
5Zf(+), Promega, Heidelberg) und jeweils 3 Klone vollstSndig 
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(nach Beispiel 5) seguenziert. Parallel hierzu wurde das PCR- 
Produkt als Referenz direkt sequenziert (Cycle-Sequencing-Kit, 
Perkin Elmer, Uberlingen) . Nach tiberpriif ung des korrekten Le- 
serahmens und des Nichtvorhandenseins von Stop-Codons innerhalb 
der klonierten DNA wurde jeweils ein zum PCR-Produkt sequenzho- 
mologer Klon in den entsprechenden Expressionsvektor umkloniert. 
Diese Vektoren enthielten die fur die konstanten Teile eines 
humanen Antikiirpers kodierenden Sequenzen, ein murin-humanes 
Intronhybrid, einen Selektionsmarker sowie die zur Expression 
notwendigen Maus-Promotor- und Enhancerelemente. 

Beisoiel 6 

Umklonierung in Expressionsvektor und Expression 
des chimSren Proteins 

Zur Umklonierung wurden sowohl von den pGEM®-5-Konstrukten gemSfl 
Beispiel 5 als auch von den Express ions vektoren pUHW K bzw. pUHW yl 
(W. Weissenhorn et al.. Gene, 106, S. 273-277, 1991) je ca. 1 jig 
DNA mit den Restriktionsenzymen Sail und NotI geschnitten. Nach 
der Restriktion wurde der Ansatz auf ein Polyacrylamidgel ge- 
laden und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Banden, die dem VJ- 
bzw, VDJ-Gen entsprachen, wurden gemafl Beispiel 4 aus dem Gel 
isoliert. Der Restriktionsverdau, die Aufreinigung und Dephos- 
phorylierung der Vektoren, die Ligation und Transformation sowie 
die Anzucht der Bakterienkultur erfolgte ebenfalls gemafl Bei- 
spiel 4. Nach Plasmidaufarbeitung und Restriktionsverdau wurde 
von je einem positiven Klon eine 100 ml umfassende Bakterienkul- 
tur bei 37 °C angezogen. Die zur Transfektion benfitigte Plasmid- 
DNA wurde mit dem QuiagenPlasmid-Midi-Kit (Quiagen GmbH, Hilden) 
gemSB den Angaben des Herstellers aus den Bakterien isoliert und 
aufgereinigt. 

Die vorbereiteten Plasmide fiir leichte und schwere Ketten wurden 
zur stabilen Transfektion mit den Restriktionsenzymen EcoRI bzw, 
Pvul linearisiert, gereinigt, und zur Mengenabschatzung wurde 
ein Aliquot auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Transfektion 
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erfolgte unter Anwendung des Gene-Pulser-Gerfits (Biorad, Miin- 
chen): jeweils ca. 4 \iq Plasmid und lx 10 6 Sp2/0-Maus-Myelomhy- 
brid-Zellen wurden in lx HeBs (20 mM HEPES, 137 mM NaCI, 5 mM 
KC1, 700 mM Na 2 HP0 4 , pH-Wert 7,5) mit 940 *iF und 270 V. gepulst, 
5 bevor die Zellen in einer Dichte von lx 10 5 Zellen/ml in Dulbec- 
co's Modified Eagle's Medium unter Zusatz von 10 % fotalem K31- 
berserum ausgesat wurden. Fur die Selektion positiver Klone 
wurde dem Medium 48 Stunden nach der Aussaat das Antibiotikum 
G418 in einer Konzentration von zunachst 800 ng/ml zugegeben, 

10 wobei die Konzentration allerdings nach 12 Tagen auf 1200 ^g/ml 
erhSht wurde, Nach 15 Tagen konnten PrimSrkulturen, deren Kul- 
turuberstande mit L4 28KS-Zellen in der indirekten Immunf luores- 
zenz reagierten, identif iziert werden. Diese Trans fektanten 
wurden kloniert, rekloniert und tiberstande mit Hilfe eines 

15 Durchf luflcytometers wiederum auf L428KS-Zellen analysiert. Ein- 
zelne ttberstSnde wurden auch gegeniiber CD30-negativen Zellen, 
z.B. der Zellinie KG-1, untersucht, eine Reaktion konnte erwar- 
tungsgemSfi nicht nachgewiesen werden. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: medac Gesellschaft fuer klinische 

Spezialpraeparate rabH 

(B) STRASSE: Fehlandtstrasse 3 

(C) ORT: Hamburg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 20312 

(ii) ANMELDETITEL: Rekombinante Liganden fuer das menschliche 
Zenmembran-Antigen CD30 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 470 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 1..47 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 
B) LAGE: 48..>470 

D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Primaerprodukt der 
schweren gammal-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: sig peptide 

(B) LAGE: 48.. 101 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat peptide 

(B) LAGE: 102..>470 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Schwere gammal-Kette von 
BerH2" 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 102.. 470 

(0) SON ST I GE ANGABEN: /product= "Variable Region der 
schweren gairanal-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 192.. 206 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR1 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 249.. 299 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Variable Region CDR2 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 396.. 437 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Variable Region CDR3 von 
BerH2" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 



AATACGATCA GCATCCTCTC CACAGACACT GAAAACTCTG ACTCACA ATG GAA GGC 56 

Met Glu Gly 
-18 

ACT GGA TCT TCT CTT CCT GTT TTC AGT ACT GCA GGT GTC CAC TCC CAG 104 
Thr Gly Ser Ser Leu Pro Val Phe Ser Thr Ala Gly Val His Ser Gin 
-15 -10 -5 1 

GTC CAG CTT CAC GAG TCT GGG GCT GAA GTG GCA AAA CCT GGG GCC TCA 152 
Val Gin Leu His Glu Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Ala Ser 
5 10 15 

GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT ACC TAC TGG 200 
Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Trp 
20 25 30 

ATG CAC TGG ATA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA 248 
Met His Trp He Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly 
35 40 45 

TAC ATT AAT CCT AGC ACT GGT TAT ACT GAC TAC AAT CAG AAC TTC AAG 296 
Tyr lie Asn Pro Ser Thr Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gin Asn Phe Lys 
50 55 60 65 

GAC AAG GCC ACA TTG ACT GCA GAC AAA TCC TCC AGA ACA GCC TAC ATG 344 
Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Arg Thr Ala Tyr Met 
70 75 80 
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CAA CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT ACA GTC TAT TAC TGT ACA 392 
Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Thr Val Tyr Tyr Cys Thr 
85 90 95 

AGA AGG GGA CCC TCG TAT GGT AAC CAC GGG GCC TGG TTT CCT TAC TGG 440 
Arg Arg Gly Pro Ser Tyr Gly Asn His Gly Ala Trp Phe Pro Tyr Tro 
100 105 110 

GGC CAA GGG ACT CTG GTC ACT GTC TCT GCA 4 7 n 
Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala 
115 120 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 141 Aminosauren 

(B) ART: AtninosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Glu Gly Thr Gly Ser Ser Leu Pro Val Phe Ser Thr Ala Gly Val 
-18 -15 -10 -5 

His Ser Gin Val Gin Leu His Glu Ser Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro 
1 5 10 

Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr 
15 20 25 30 

Thr Tyr Trp Met His Trp He Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu 
35 40 45 

Trp lie Gly Tyr He Asn Pro Ser Thr Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gin 
50 55 60 

Asn Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Arq Thr 
65 70 75 

Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Thr Val Tyr 
80 85 90 

Tyr Cys Thr Arg Arg Gly Pro Ser Tyr Gly Asn His Gly Ala Trp Phe 
95 100 105 110 

Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala 
115 120 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 598 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 



(ix) MERKMALE : 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 1..6 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Restriktionsschnittstel le 
Sail, synthetisch" 

(ix) MERKMALE : 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 7.. 53 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 54.. 98 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= Exonl 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE: 99.. 179 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 180.. 557 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label* Exon2 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE: 558..>590 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= J3-Intron 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: join(54..98, 180.. 557) 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Prim. prod. d. var. 
Region d. schweren gammal-Kette v. BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 498..>590 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function* "J3-Minigen" 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 591.. 598 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Restriktionsschnittstel le 
Not I, synthetisch" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE: join(54..98, 180.. 188) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: mat peptide 

(B) LAGE: 189.. 557 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "Variable Region der 
schweren gammal-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 279.. 293 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR1 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 336.. 386 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Variable Region CDR2 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLiiSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 483.. 524 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Variable Region CDR3 von 
BerH2" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GTCGACAATA CGATCAGCAT CCTCTCCACA GACACTGAAA ACTCTGACTC ACA ATG 56 

Met 
-18 

GAA GGC ACT GGA TCT TCT CTT CCT GTT TTC AGT ACT GCA GGT 98 
Glu Gly Thr Gly Ser Ser Leu Pro Val Phe Ser Thr Ala Gly 
-15 -10 -5 

TAGGGGCTCA CCAGTTCAAA ATCTGAAGAG GAAACAGAAT CTGAGGTGAC AGTGATACCT 158 

ACTATCCTTC TGTCCACAGG T GTC CAC TCC CAG GTC CAG CTT CAC GAG TCT 209 

Val His Ser Gin Val Gin Leu His Glu Ser 
-3 1 5 

GGG GCT GAA GTG GCA AAA CCT GGG GCC TCA GTG AAG ATG TCC TGC AAG 257 
Gly Ala Glu Val Ala Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys 
10 15 20 
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6CT TCT G6C TAC ACC TTT ACT ACC TAC TGG ATG CAC TGG ATA AAA CAG 305 
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Trp Met His Trp He Lys Gin 
25 30 35 

AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA TAC ATT AAT CCT AGC ACT 353 
Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly Tyr He Asn Pro Ser Thr 
40 45 50 55 

GGT TAT ACT GAC TAC AAT CAG AAC TTC AAG GAC AAG GCC ACA TTG ACT 401 
Gly Tyr Thr Asp Tyr Asn Gin Asn Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr 
60 65 70 

GCA GAC AAA TCC TCC AGA ACA GCC TAC ATG CAA CTG AGC AGC CTG ACA 449 
Ala Asp Lys Ser Ser Arg Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr 
75 80 85 

TCT GAG GAC TCT ACA GTC TAT TAC TGT ACA AGA AGG GGA CCC TCG TAT 497 
Ser Glu Asp Ser Thr Val Tyr Tyr Cys Thr Arg Arg Gly Pro Ser Tyr 
90 95 100 

GGT AAC CAC GGG GCC TGG TTT CCT TAC TGG GGC CAA GGG ACT CTG GTC 545 
Gly Asn His Gly Ala Trp Phe Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 
105 110 115 

ACT GTC TCT GCA GGTGAGTCCT AACTTCTCCC ATTCTAAATG CATGCGGCCG 597 

Thr Val Ser Ala 

120 

C 598 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 412 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART OES MOLEKULS: cDNS 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLiiSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 1..4 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLiiSSEL: CDS 

(B) LAGE: 5.. 412 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Primaerprodukt der 
leichten kappa-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLiiSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE: 5. .91 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: mat peptide 

(B) LAGE: 92..>412 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Leichte kappa-Kette von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 92.. 412 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Variable Region der 
leichten kappa-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 161.. 193 

(0) SONSTIGE ANGABEN: /note* "Variable Region CDR1 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 239.. 259 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note* "Variable Region CDR2 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 356.-382 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note* "Variable Region CDR3 von 
BerH2" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

GGAA ATG CAT CAG ACC AGC ATG GGC ATC AAG ATG GAA TCA CAG ACT CTG 49 
Met His Gin Thr Ser Met Gly lie Lys Met Glu Ser Gin Thr Leu 
-29 -25 -20 -15 

GTC TTC ATA TCC ATA CTG CTC TGG TTA TAT GGT GCT GAT GGG AAC ATT 97 
Val Phe He Ser He Leu Leu Trp Leu Tyr Gly Ala Asp Gly Asn lie 
-10 -5 1 

GTA ATG ACC CAA TCT CCC AGA TCC ATG TCC ATG TCT GTA GGA GAG AGG 145 
Val Met Thr Gin Ser Pro Arg Ser Met Ser Met Ser Val Gly Glu Arg 
5 10 15 

GTC ACC TTG AGC TGC AAG GCC AGT GAG AAT GTG GAT ACT TAT GTA TCC 193 
Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Asp Thr Tyr Val Ser 
20 25 30 

TGG TAT CAA CAG AAA CCA GAG CAG TCT CCT AAA CTC CTG ATA TAC GGG 241 
Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Glu Gin Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr Gly 
35 40 45 50 

GCA TCC AAC CGG TAC ACT GGG GTC CCC GAT CGC TTC ACA GGC AGT GGA 289 
Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly 
55 60 65 



WO 97/1 7374 



PCT/EP96/04765 

-25- 



TCT GCA ACA GAT TTC ACT CTG ACC ATC AGC AGT GTG CAG GCT GAA GAC 337 
Ser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Ser Val Gin Ala Glu Asp 
70 75 80 

CTT GCA GAT TAT CAC TGT GGA CAG AGT TAC AGA TAT CCT CCC ACG TTC 385 
Leu Ala Asp Tyr His Cys Gly Gin Ser Tyr Arg Tyr Pro Pro Thr Phe 
85 90 95 

GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA 412 
Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
100 105 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 136 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Met His Gin Thr Ser Met Gly He Lys Met Glu Ser Gin Thr Leu Val 
-29 -25 -20 -15 

Phe He Ser He Leu Leu Trp Leu Tyr Gly Ala Asp Gly Asn He Val 
-10 -5 1 

Met Thr Gin Ser Pro Arg Ser Met Ser Met Ser Val Gly Glu Arg Val 
5 10 15 

Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Asp Thr Tyr Val Ser Trp 
20 25 30 35 

Tyr Gin Gin Lys Pro Glu Gin Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr Gly Ala 
40 45 50 

Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser 
55 60 65 

Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Ser Val Gin Ala Glu Asp Leu 
70 75 80 

Ala Asp Tyr His Cys Gly Gin Ser Tyr Arg Tyr Pro Pro Thr Phe Gly 
85 90 95 

Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys 
100 105 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTER I ST I KA : 

(A) LANGE : 777 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 



(ix) MERKMALE : 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 1..6 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Restriktionsschnittstel le 
Sail, synthetisch" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 7.. 10 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 11.. 85 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= Exonl 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE: 86.-374 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 375.. 707 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label= Exon2 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE: 708.. 777 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- J2-Intron 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: join(U..85, 375. .707) 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "Prim.prod. d. var. 
Region d. leichten kappa-Kette v. BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 674..>777 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= °J2-Minigen" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE: join(11..85, 375. .386) 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 387..>707 

(D) SON ST I GE ANGABEN: /product= "Variable Region der 
leichten kappa-Kette von BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 456.. 488 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product^ "Variable Region CDR1 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE: 534.. 554 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Variable Region CDR2 von 
BerH2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE: 651.. 677 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "Variable Region CDR3 von 
BerH2" 



(xi) SEQUENZBESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 6: 

GTCGACGGAA ATG CAT CAG ACC AGC ATG GGC ATC AAG ATG GAA TCA CAG 49 
Met His Gin Thr Ser Met Gly He Lys Met Glu Ser Gin 
-29 -25 -20 

ACT CTG GTC TTC ATA TCC ATA CTG CTC TGG TTA TAT GGTAAAACAT 95 
Thr Leu Val Phe He Ser lie Leu Leu Trp Leu Tyr 
-15 -10 -5 

TTAAAAGTAC TATAATATCT TAAAATAATT AATTTGTAGA GAAATAGCTA TTTCCTATAG 155 

GATGCCAATA GCATGCAGAC AATGCAATTA GAAAAGTTAT TTTAAAATCT AAAATCTTGC 215 

TGGCATATCG ATGGTGACTG CGTTTGGAGG CTGATTTTTG GATGGATCCC CCCCCCAAAA 275 

AAAGAAAAGA AAAGTTATTT TAGATTCCAA CGATTATGTA ATGAAGTCTT TTGTGTGTGT 335 

GTGTGTGTAT ATATATATAT ACTCATTGTT CTGATTTCA GGT GCT GAT GGG AAC 389 

Gly Ala Asp Gly Asn 
-4 1 

ATT GTA ATG ACC CAA TCT CCC AGA TCC ATG TCC ATG TCT GTA GGA GAG 437 
He Val Met Thr Gin Ser Pro Arg Ser Met Ser Met Ser Val Gly Glu 
5 10 15 

AGG GTC ACC TTG AGC TGC AAG GCC AGT GAG AAT GTG GAT ACT TAT GTA 485 
Arg Val Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Asp Thr Tyr Val 
20 25 30 
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TCC TG6 TAT CAA CAG AAA CCA GAG CAG TCT CCT AAA CTC CTG ATA TAC 533 
Ser Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Glu Gin Ser Pro Lys Leu Leu lie Tyr 
35 40 45 

GGG GCA TCC AAC CGG TAC ACT GGG GTC CCC GAT CGC TTC ACA GGC AGT 581 
Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser 
50 55 60 65 

GGA TCT GCA ACA GAT TTC ACT CTG ACC ATC AGC AGT GTG CAG GCT GAA 629 
Gly Ser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr He Ser Ser Val Gin Ala Glu 
70 75 80 

GAC CTT GCA GAT TAT CAC TGT GGA CAG AGT TAC AGA TAT CCT CCC ACG 677 
Asp Leu Ala Asp Tyr His Cys Gly Gin Ser Tyr Arg Tyr Pro Pro Thr 
85 90 95 

TTC GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAA CGTAAGTAGT CTTCTCAATT 727 
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys 
100 105 



TTGTTCACTA AGTCTAACCT TGTTAAGTGC GGCCGCACTA GTGATATCCC 



777 
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'VDAPS^TER VERTPAG OOHR DIE INTf RNATIONALH 
AN* .RKEWNUNG DER HH«~iERLEJ JNG VOW MKlROORGANISMb. .* 
FUR DIE IWECKE VON PATFNTVSPf AHREN 



fNTERNATlONALES FORMBLATT 


Institute of Pathology 
UK Benjamin Franklin 
Hindenburgdamm 30 
12200 Berlin 
medac 

Fehlandtstr. 3 
20354 Hamburg 


EMPFANGSB ESTAT1GUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestcIU gcmlu Regcl 7.1 von der unien angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGAN ISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichcn: 

CH-BerH2 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANG5NUMMER: 

DSM ACC2224 


It. WISSENSCHAFTUCHE BESCHRE1BUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BE2HCHNUNG 


Mit dem untcr I. bezeichneten Mikroorganismus wurde 




(X ) cine wissenschaftliche Beschreibung 

( ) cine vorgeschlagene taxonomischc Bezeichnung 




cingcreichL 

(ZuuxfTcndcs ankrcuzen). 




III. EINGANG UND ANNAHME 


Dtcse tntenuuonale Hinted egungsstelle nimmt den onier I bezeichneten Mikroorganismus in. der bei ihr am 1995-08-08 (Datum der 
ErsthiMeriegung)' eingegangen ist 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der timer I bexeichnetc Mikroorganismus ist bei dteser lntemauonalcn Hinteriegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hinteriegung) und tin An trig auf Umwandlung dieser Ersthinterfegung in eine Hinterlegung gcmlfl Budapcster Vcnng ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Anngs auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Nnmc: DSM-DGUTSCUll SAMMLUNG VON 

MIICROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Umcrsclirill(ui) der zur Vcrtrciunfi der internal ionalcn 1 lintcricgungsstcHc 
befugten Person(en) Oder des (der) von ihr cimachtigtcn Bcdiensteten: 


Anschrifi: Maschcroder Wcg 1 b 
D-38I24 Braunschweig 


Datum: 1995-08-18 



1 Falls Rcgcl 6.4 Duchstabc d zutrim, isi dies der Zcitpunkt. zu dem der Status etnet intcmauonalen HintericgungssteHe erwben worden ist 
Formblan DSM-BPM (cinzige Seile) 07/94 
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* )DAPI : 5TER VURTRAC UUPR DIE INTERNATIONA LI; 
ANUXEJNJNG DER HlrT2RLES f JNG VON MII'.ROORGANISML.. 
FOR DiC7WL : CKt VON (VVnWvTHIAI.kiiN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Institute of Pathology 
UK Benjamin Franklin 
Hindenburgdamm 30 
12200 Berlin 
medac 

Fehlandtstr. 3 
20354 Hamburg 


LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestellt pemlfl RegeJ 10.2 von der umcn angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


1. HrNTERLECER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name; Institute of Pathology 
UK Benjamin Franklin 

Anschrift: Hindenburgdamm 3 0 
12200 Berlin 
medac 

Fehlandtstr . 3 
20354 Hamburg 


Von der INTERNATIONALE^ HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugetcilie EINGANGSNUMMER: 
DSM ACC2224 

Datum der Himertegung Oder Wcitcrlcitung': 

1995-08-08 


HI. LEBENSFAH1GKEIT5BESCHEINIGUNG 


Die Lebcns&higkcit des timer II genannten Mikroorgantsmus tsi am 1995 
Zu dtesem Zeitpunki war der Mikroorganismus 


- 08 - 0 8 1 gepriift warden. 


(X) 1 lebensfthig 

( )' nicht mchr lebensfehig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DEN EN DIE LEBENSFAH1GKE1TSPRUFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 




V. INTERNATIONALE IHNTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSM-DEUTSCHE S A MM LUNG VON 

MJ K ROORG AN 1 S MEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unlcrschri(l(en) der zur Vcnxeiung der internal tonalcn Hmterlcgungssiellc 
befugten Pcrson(en) oder des (da) von ihr emttchiigten Bediensteten: 


Aruchrift: Maicherodcr Weg !b 
D-38I2-) Braunschweig 


Ifcuuni: 1995-08-18 



Angabc des Datum* der Ersihimcrlegung. Wenn cine emcuie Htmerlcgung oder cine Weiterteitung vorgenommen worden ist, Angabe des Dstums 
der jeweils leaten cmeuien Himertegung oder Weiteriehung. 

In den in Regel 102 Buchsubc & ZifTcr ii und Hi vorgesehencn Fallen Angabc der letzten Lcbcnsfahigkeusprttfung. 
ZuirefTendcj ankreuzen. 

AusftMcn, wenn die Angabcn be an tragi worden sind und wenn die Ergebrmse der Pruning ncgativ waren. 



Formblaa DSM-BP/9 <einzigc Scitc) 07/94 



WO 97/17374 



PCT/EP96/04765 



-31- 

Patentanspriiche 

1. Rekombinante DNA-Molekiile, welche fiir variable Immunglobu- 
linketten Oder Fragmente derselben kodieren, die SpezifitSt 
fiir das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 aufweisen, 
wobei die rekombinanten DNA-Molekiile Sequenzen gemafi einer 
oder mehrerer der SEQ ID NOS: 1, 3, 4 und/oder 6 oder deren 
Fragmente oder syngene oder allelische Varianten derselben 
umfassen. 

2 . Rekombinante DNA-Molekiile nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie jeweils einen oder mehrere der hypervaria- 
blen Bereiche der in den SEQ ID NOS: 1 oder 3 bzw. in den 
SEQ ID NOS: 4 oder 6 angegebenen Sequenzen oder syngene oder 
allelische Varianten derselben umfassen. 

3. Rekombinante DNA-Molekiile nach den Anspriichen 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Sequenzen gemafi einer oder 
mehrerer der SEQ ID NOS : 1, 3, 4 und/oder 6 oder deren Frag- 
mente oder syngene oder allelische Varianten derselben ope- 
rativ miteinander verkniipft sind. 

4 . Rekombinante DNA-Molekiile nach den Anspriichen 1 bis 3 , da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Sequenzen gemafi einer oder 
mehrerer der SEQ ID NOS: 1,3,4 und/oder 6 oder deren Frag- 
mente oder syngene oder allelische Varianten derselben ope- 
rativ mit DNA-Sequenzen verkniipft sind, die fiir konstante 
Teile eines humanen oder tierischen Immunglobulinmolekiils 
kodieren . 

5. Rekombinante DNA-Molekiile nach den Anspriichen 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die in den SEQ ID NOS: 1, 3, 4 
und/oder 6 angegebenen Sequenzen oder deren Fragmente oder 
syngene oder allelische Varianten derselben operativ mit 
DNA-Sequenzen verkniipft sind, die fur toxische Proteine oder 
Enzyme kodieren. 
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6. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, dafl er ein Oder 
mehrere der rekombinanten DNA-Molekiile nach den Anspriichen 1 
bis 5, operativ verknupft mit Expressionskontroll-Sequenzen, 
enthalt . 

7. Expressionsvektor nach Anspruch 6 f dadurch gekennzeichnet , 
dafl er fur die Expression in einer Prokaryonten-Wirtszelle 
geeignet ist. 

8. Expressionsvektor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dafl er fur die Expression in einer Eukaryonten-Wirtszelle 
geeignet ist. 

9. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, dafl sie mit einem der 
Vektoren nach den Anspriichen 6 bis 8 transf ormiert ist, 

10. Wirtszelle nach Anspruch 9 f dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
eine Prokaryonten-Zelle ist. 

11. Wirtszelle nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
eine Eukaryonten-Zelle ist. 

12. Wirtszelle nach Anspruch 11 mit der Hinterlegungsnummer DSM 
ACC2224. 

13. Verfahren zur Herstellung von Liganden fur das menschliche 
Zellmembran-Antigen CD30, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
eine der Wirtszellen nach den Anspriichen 9 bis 12 in einem 
geeigneten Nahrmedium kultiviert, anschlieflend die Zellen 
von dem Medium abtrennt und die Liganden als Expressions- 
produkte aus dem Medium oder aus dem Cytoplasma der Wirts- 
zellen isoliert. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
die Liganden anschlieflend reinigt und mit iiblichen Hilfs- 
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und TrSgerstof fen zu pharroazeutischen oder diagnostischen 
PrSparaten f ormuliert . 

15. Rekombinante Liganden fur das menschliche Zellmembran- Anti- 
gen CD30, dadurch gekennzeichnet, dafl sie mindestens die in 
den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen Aminosauresequenzen 
oder Fragmente oder allelische Varianten derselben umfassen. 

16. Rekombinante Liganden nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich- 
net, dafl sie jeweils einen oder mehrere der hypervariablen 
CDR-Bereiche der in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 angegebenen 
Aminosauresequenzen oder syngene oder allelische Varianten 
derselben umfassen. 

17. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 oder 16, da- 
durch gekennzeichnet, dafl in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 
angegebene Aminosauresequenzen oder Fragmente oder alleli- 
sche Varianten derselben untereinander verkniipft sind. 

18. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 oder 16, da- 
durch gekennzeichnet, dafi in den SEQ ID NOS: 2 und/oder 5 
angegebene Aminosauresequenzen oder Fragmente oder alleli- 
sche Varianten derselben mit konstanten Teilen eines humanen 
oder tierischen Immunglobulinmolekiils verkniipft sind. 

19. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 sie peptidisch oder iiber Linker-Molekiile 
mit toxischen Proteinen oder mit Enzymen bzw. Proenzymen 
verkniipf t s ind . 

20. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daJi sie mit Toxinen in Form von Ribosomen- 
inaktivierenden Proteinen verkniipft sind. 
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21. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet , daB sie mit Enzymen aus der Gruppe der Phos- 
phodiesterasen verkniipft sind. 

22. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, dafl sie direkt oder iiber Linker-Molekule 
kovalent oder konjugiert mit radioaktiven Isotopen verkniipft 
sind. 

23. Rekombinante Liganden nach Anspruch 22, dadurch gekennzeich- 
net, daB die radioaktiven Isotope aus der Gruppe bestehend 
aus Indium, Jod, Yttrium, Technetium, Rhenium, Kupfer und 
Lutetium ausgewahlt sind. 

24. Rekombinante Liganden nach den Anspriichen 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie direkt oder fiber Linker-Molekule 
kovalent oder konjugiert mit photoaktivierbaren Verbindungen 
verkniipft sind. 

25. Diagnostische oder pharmazeutische PrSparate, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl sie einen oder mehrere der Liganden nach 
den Anspriichen 15 bis 24 allein oder in Kombination mit 
iiblichen TrSgerstof f en und Verdiinnungsmitteln enthalten. 

26. Diagnostische oder pharmazeutische PrSparate, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl sie einen oder mehrere Liganden herge- 
stellt nach dem Verfahren gemSfl den Anspriichen 13 oder 14 
allein oder in Kombination mit iiblichen TrSgerstof fen und 
Verdiinnungsmitteln enthalten. 

27. Verwendung der PrSparate nach den Anspriichen 25 oder 26 zur 
Diagnostik und/oder Behandlung von Krebsformen, bei denen 
das menschliche Zellmembran-Antigen CD30 gebildet wird. 

28. Verwendung der Praparate nach Anspruch 27 zur Diagnose und/ 
oder Behandlung der Hodgkinschen Erkrankung. 
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